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研究成果の概要（和文）：疲労ストレスを受けたラットの下垂体では、ホルモン分泌細胞の機能

に異常を生じることを見いだした。中間葉のメラノトロフには、視床下部からの持続的な刺激

により引き起こされたストレスに起因した細胞死が起こることを、前葉のソマトトロフは、増

殖刺激に対する反応性が失われることを報告した。また、これらの機能異常の分子メカニズム

について研究を行い、関連する分子を明らかにした。 

 

 

研究成果の概要（英文）：Cellular dysfunctions were observed in two types of pituitary cells 

of a fatigued rat model. One was melanotorophs cell death induced by abnormality of 

hypothalamic neurons, and the other was proliferating disorder of somatotrophs. As a 

result of molecular analysis, part of the mechanism inducing cellular dysfunctions were 

founded. 
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１．研究開始当初の背景  
1）過労死や慢性疲労症候群に代表されるように、
過度の疲労が身体に深刻な状況をもたらすこと
はすでに広く知られていた。一方で、このよう
な疲労関連疾患が起こるメカニズムはほとんど
明らかになっていなかったが、神経・内分泌お
よび免疫系の異常が深く関わることが示唆され
はじめていた。また臨床的には、疲労による深
刻な身体的状況の診断の指標となる、いわゆる

疲労のバイオマーカーが求められていた。 
（2）疲労関連疾患の起こるメカニズムを明
らかにするためには、動物モデルを用いた解
析は有効な手法の一つである。疲労を反映す
る動物モデルが開発され、この一つが本研究
に用いた過労モデルである。研究開始当初ま
でに、ラットに持続的かつ複合的ストレス
（疲労ストレス）を与えると、下垂体に疲労
ストレスに非常に敏感に反応して複数の分
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子の遺伝子発現が大きく変動することを見いだ
していた。過労モデルが、内分泌系を中心とす
る疲労のメカニズム研究に有効なツールとなる
と考え、本研究に着手した。 
 
２．研究の目的  
（1）過労が下垂体細胞の機能にどのように影響
するかを明らかにする。下垂体は上位中枢であ
る脳視床下部神経細胞からの制御によって種々
のホルモンを分泌し、他の内分泌器官の制御の
みならず、様々な末梢器官の恒常性維持に関与
している。このように重要な器官である下垂体
が、過労時にどのような変化を生じるのか、ま
た上位中枢からの制御の異常を明らかにする。 
（2）過労時に見られる下垂体の変化を、細胞形
態、ホルモン分泌を含む細胞機能を中心に解析
し、下垂体の変化を引き起こす分子メカニズム
を明らかにする。 
 
３．研究の方法  
（1）過労モデル 
Tanaka ら(2003)により作出された過労モデル
は、ラットを 1.5 cm の低水位の水を張ったケー
ジで数日間飼育することにより、疲労ストレス
を与えるもので、本研究にはこのモデルを用い
た。また、これに準じて作出し、マウスモデル
による解析も行った。 
 
（2）過労モデル下垂体細胞の形態学的解析 
ラットモデルは、通常のケージで飼育した対照
動物と比較し、疲労ストレスを 1,3,5 日間与え
たラット、および 5 日間の疲労ストレスの後 3
日間通常のケージで疲労回復させたラットの下
垂体組織を解析した。下垂体組織は光学顕微鏡
および透過型電子顕微鏡を用いて形態観察し、
各種細胞を同定したうえでそれぞれの細胞の変
化を調べた。この結果、明らかな変化が認めら
れた、中間葉のメラノトロフと前葉のソマトト
ロフについて以下の解析を行った。 
 
（3）下垂体細胞の機能解析 
下垂体機能の健全性の維持には、下垂体細胞が
常にターンオーバーを繰り返すことで細胞数を
保つことと、ホルモン分泌刺激に対して適切な
分泌を起こすことが必要と考えられる。そこで
次の 3 項目について過労ラットの下垂体機能を
調べた。 
① 増殖細胞数の変化 
 細胞種によりその細胞分裂頻度が異なること
から、下垂体組織を細胞増殖マーカーである抗
Ki-67 抗体と各々の下垂体細胞のマーカーとな
る抗ホルモン抗体で二重染色を行い、細胞種ご
とに増殖細胞の割合を調べた。 
② 分泌ホルモンの血中濃度の変化 
 末梢血液中の下垂体ホルモン濃度は、断頭採
血により採取した検体を用いて、RIA 法により
測定した。 

③ 増殖およびホルモン分泌刺激に対する反
応性 
 メラノトロフについては、ドーパミンアン
タゴニストおよびアゴニスト投与による効
果を、ソマトトロフにおいては成長ホルモン
分泌ホルモン（GHRH）投与による効果を調べ
た。これらの効果は、前述の増殖細胞数およ
び末梢血液中のホルモン濃度を調べること
で評価した。 
 
（4）下垂体細胞変性の分子メカニズム解析 
過労ラットのメラノトロフおよびソマトト
ロフそれぞれに生じる、機能的・形態学的異
常に関与すると考えられる分子解析を以下
の手法によって行った。 
① 免疫組織染色 
② 判定量的 RT-PCR、in situ hybridization 
および western blotting による関連分子の
発現動態 
③ 遺伝子改変マウスを用いた解析 
 
４．研究成果 
（1）過労ラットの下垂体細胞に起こる変化
の概要 
下垂体のホルモン分泌細胞は前葉に 5 種類、
中間葉に 1 種類が存在する。下垂体組織を、
増殖期の細胞マーカーであるKi-67 抗体によ
り免疫染色を行うと、通常どちらの葉におい
ても Ki-67 陽性細胞が認められた。5 日間の
疲労ストレスを与えたラットでは、前葉にお
ける Ki-67 陽性細胞が極度に減少し、他方中
間葉では有意に増加した。 
 
     
 
 
 
 
 

 
また細胞自体の形態的変化をみると、前葉細
胞では一部の細胞に萎縮が認められ、中間葉
ではホルモン分泌の活性化を示す像を呈し
た。 
 個体としては同一のストレスを受けなが
ら、前葉と中間葉に逆の変化が生じる現象は、
それぞれの葉が視床下部の異なる領域から
別々の制御を受けることに起因するものと
考えられ、この点も含めた解析を行った。 
 
（2）中間葉メラノトロフの過労死 
① 疲労ストレスは限定された神経核に
ドーパミン合成異常を介して、メラノト
ロフのホルモン分泌を亢進させる 

図 1.過労モデルラット下垂体前葉と中間
葉における Ki-67 陽性細胞数の変化 



単一のホルモン分泌細胞メラノトロフからなる
中間葉は、疲労ストレスを与え続けると、細胞
増殖が盛んになるだけでなく、中間葉ホルモン
（α-MSH, β-endorphin）の産生と分泌が盛んに
なり、末梢血液中のホルモン濃度も常に高い値
を示した（図 2）。この結果に基づいて発展させ
た研究から、ヒトにおいても血液中の α-MSH 濃
度が疲労の状態と関連があることを明らかにし
（Shishioh-Ikejima et al.,2010）、さらに疲労
のバイオマーカーとしての活用につながった
（特許申請）。 

 
 
 
 
 
 

 
 
 メラノトロフのホルモン分泌は、視床下部脳
室周囲核領域のドーパミン神経細胞（A14）が中
間葉に直接入力し、ドーパミンによる負の制御
を受けている。疲労ストレス下にあるラットの
中間葉のドーパミン線維では、ドーパミン合成
酵素、チロシンハイドロキシラーゼの染色性が
低下していた。脳視床下部領域におけるチロシ
ンハイドロキシラーゼの mRNA の発現を in situ 
hybridization により調べたところ、過労ラッ
トでは A14 領域においてのみ発現が低下してい
ることが明らかになった。さらに過労ラットに
ドーパミンアゴニストを投与すると、末梢血液
中の α-MSH 濃度が低下した。これによって、過
労ラットでは中間葉におけるドーパミンの分泌
低下が、ホルモン分泌を促していることが明ら
かとなった。 
 
② メラノトロフは活発なホルモン分泌を
続けた末に細胞死（過労死）に陥る 
 疲労ストレスを受けた中間葉では、α-MSH の
前駆体（プロオピオメラノコルチン）mRNA が発
現上昇した。メラノトロフは一過性の分泌刺激
に対して、貯蔵しているホルモンを放出した後
フィードバックにより分泌を終息するため、前
駆体 mRNA の発現量は変化しない。疲労ラットで
は、神経細胞の異常により分泌刺激が継続する
ため、ホルモン合成を亢進させるものと考えら
れた。免疫組織染色や微細形態の観察により、
メラノトロフの粗面小胞体やゴルジ体が極度に
発達した像（図 3）が観察された。これによっ
て、疲労ラットのメラノトロフでは、タンパク
合成が極度に亢進していることが裏付けられた。 

 
 
 
 
 
 

 ストレスがさらに持続すると、メラノトロ
フの細胞内小器官に変性性の変化が生じ始
め、最終的には特徴的な形態を有する細胞死
の像が観察された（図 4）。 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 過労ラットのメラノトロフに起こる細胞
死は、疲労ストレスを受けた視床下部の限ら
れた部位にある神経細胞（A14）が、ドーパ
ミン分泌を停止することに起因する。これに
より、メラノトロフはホルモン分泌を亢進し
続け、最終的には細胞死に陥ることから、こ
の現象はホルモン分泌細胞の過労死といえ
る、極めて象徴的な現象といえる。 
 以上の研究成果は、国際学会（Biennial 
Meeting of the Internationl Society for 
Neurochemistory, 2009）および国内学会(日
本解剖学会、2010.招聘口演)にて発表すると
ともに、国際誌（Ogawa et al., 2009）およ
び和文雑誌（小川 ほか、2010、総説）に掲
載された。 
 
③ メラノトロフの過労死には CHOP が関
与する 
 メラノトロフ過労死の起こる過程にどの
ような分子が関与するのか、疲労ラットの中
間葉組織を対象とした、DNA マイクロアレー、
RT-PCR および in situ hybridization によ
る解析を行った。これらの結果および細胞内
小器官の形態学的変化から、疲労ストレスを
受けたメラノトロフは、一部の細胞に小胞体
ストレスマーカーであり細胞死に向かう引
き金となる分子として知られる転写因子、
C/EBP homologous protein (CHOP/GADD153)
が発現して核集積し、その後細胞死に陥ると
考えられた。しかしながら、細胞死の像はい
わゆるアポトーシスとは異なることから、こ
れとは異なるメカニズムによる細胞死であ
る可能性が考えられた。一方で、CHOP の発現
が細胞死の引き金となっていることから、こ
の分子を中心とした解析に着手した。 
 CHOP の発現が引き起こすアポトーシスは、
CHOP の発現が抑えられた細胞では起こらな
いことが知られている。そこで、CHOP ノック
アウトマウスを導入し、解析を行うこととし
た。まず、野生型マウスにラットに準じた疲
労ストレスを負荷したマウスモデルの確立
をめざしたが、マウスにラット同様の期間（5
日間）のストレス負荷することが難しいこと

図 4.ストレス
5 日目のメラ
ノトロフの電
顕像.  

図 2.過労モデル
ラット末梢血液
中の中間葉ホル
モン、α-MSH 濃度
の推移. 

図 3.小胞体（赤）
とゴルジ体（緑）
の変化. 白のラ
インは細胞の外
形を示す. 
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がわかった。3 日間の疲労ストレスを与えたマ
ウスでは、メラノトロフの細胞死を確認するに
は至らず、より長期のストレスを与えるための
検討を行った。一方で、3 日間の疲労ストレス
であっても、一部のメラノトロフに CHOP の核集
積がおこることが確かめられた。マウスモデル
は、CHOP-ko マウスを用いた細胞死およびその
防御メカニズムの解析を行うための有効なツー
ルとして今後の活用に道筋をつけた。 
  
（3）前葉ソマトトロフの増殖異常 
① 過労ラット、ソマトトロフの細胞増殖
は極度に抑制される 
 前葉における 5 種類のホルモン分泌細胞のう
ち、雄の SD ラットで最も盛んに細胞増殖するの
は成長ホルモンを分泌するソマトトロフで、
KI-67 陽性細胞のうちおよそ 40％を占めていた。
過労ラットでは Ki-67 陽性のソマトトロフはほ
ぼ認められなくなり（図 5）、ソマトトロフの機
能が障害されていることが示唆された。 
 

 
 
 
 
 

 
 
②過労ラット、ソマトトロフのホルモン分
泌機能 
 過労ラットの血中成長ホルモン濃度は、比較
的低い値を示したが、有意な差は認められなか
った。疲労ストレス 5 日目のラットに成長ホル
モン分泌ホルモン（GHRH）を静脈内投与すると、
通常のラットと同様に一過性のホルモン分泌が
起こったことから、過労ラットのソマトトロフ
がホルモン分泌機能は維持していることがわか
った。 
 一方で、ソマトトロフを電子顕微鏡により観
察すると、過労ラットでは通常以上の分泌顆粒
を蓄えており、また細胞体の萎縮が認められた。
この所見は、成長ホルモン分泌の低下傾向を裏
付けるものであった。 
 
③過労ラット、ソマトトロフの増殖異常と
その分子メカニズム解析 
 ソマトトロフの増殖とホルモン分泌の制御は
主として視床下部より分泌される GHRH により
促進され、ソマトスタチンにより抑制される。
これらの疲労ストレス下での遺伝子発現を in 
situ hybridization により調べたところ、一過
性の変動はあるものの、疲労ストレス 5 日目に
おいてはどちらも通常のラットと同様の発現量
を示した。一方、これらのレセプターの下垂体
前葉における遺伝子発現をみると、疲労ストレ
ス下で、ソマトトロフにのみ発現する GHRH レセ
プターは上昇し、ソマトスタチン 2 型レセプタ

ーは低下していた。 
 そこで、ソマトトロフの GHRH 刺激による
細胞増殖能を評価する目的で、GHRH を静脈内
投与した後のKi-67 陽性細胞数をカウントし
た。通常のラットでは、GHRH 投与後に Ki-67
陽性細胞が有意に増加するのに対し、疲労ス
トレス 5日目のラットでは、全く増加を認め
なかった（図 6）。このことから過労ラットの
ソマトトロフは、GHRH に対する反応性を失っ
ていると考えられた。しかしながら一方では
GHRH 投与後に成長ホルモンの一過性の分泌
を起こすことから、GHRH レセプターは機能し
ているものの、増殖に結びつくシグナル伝達
が阻害されていると考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 この増殖シグナルの阻害メカニズムには、
GHRH 刺激による MAP kinase のリン酸化が起
こらないことが関与しているとの結果を得
た。 
 以 上 の 研 究 成 果 は 、 国 際 学 会
（ International Conference on Fatigue 
Science）にて発表し、論文として投稿中で
ある。 
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